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Precede de fabrication de compose comprenant un groupement hydroxyle libre et 
un groupement hydroxyle protege par une fonction ester 
par reaction enzymatique 



La presente invention conceme un precede de fabrication d'un compose 
comprenant un groupement hydroxyle libre et un groupement hydroxyle proteg§ 
par une fonction ester par reaction enzymatique en utilisant une lipase de la 
10 classe EC 3.1.1.3. La presente invention concerne egalement I'utilisation de ce 
compose comme intermediaire pour la fabrication de medicaments et de produits 
pharmaceutiques. 

Les synthons chiraux comprenant un groupement hydroxyle libre et un 
groupement hydroxyle protege par une fonction ester sont particulierenient 
15 interessants pour la synthese asymetrique de produits pharmaceutiques. Ajhsi, 
les synthons chiraux du type 1-acetoxy-4-hydroxycyclopent-1-ene sont 
particulierement utilises comme precurseur des prostaglandines, ;des 
prostacyclines et des thromboxanes. 

II existe notamment dans I'art anterieur plusieurs precedes developpes pour la 
20 preparation de composes monoacetate S et/ou R enantiomeriquement purs par 
catalyse enzymatique de la reaction de monoacylation par des enzymes d'origine 
animale principalement. Par exemple, la pancreatine, une enzyme provenant de 
pancreas du pore, catalyse la reaction de monoacetylation du 1,4- 
dihydroxycyclopent-2-ene pour la fabrication de composes monoacetate S 
25 enantiomeriquement purs. 

Toutefois, les autorites nationales reglementaires souhaitent a terme eliminer 
I'utilisation de produits d'origine animale pour la fabrication de medicaments et 
des produits pharmaceutiques, pour des raisons de securites medicales. II existe 
done un besoin de developper des precedes de fabrication d'intermediaires 
30 chiraux pharmaceutiques en utilisant des enzymes qui ne sont pas d'origine 
animale. 



i er depot 




2 

Par ailleurs, il existe egalement un besoin de mettre en evidence des enzymes 
efficaces, notamment a de faibles quantites, permettant d'obtenir une bonne 
selectivity des synthons chiraux souhaites. 

II existe dans I'art anterieur des procedes de fabrication de synthons chiraux 
enantiomeriquement purs utilisant des enzymes d'origines vegetales ou 
microbiennes. Toutefois, la plupart de ces procedes decrits sont difficilement 
transposables a I'echelle industrielle. II est dont tres interessant de disposer d"un 
procede industriel permettant d'acceder aux synthons chiraux 
enantiomeriquement purs souhaites. 

La presente invention concerne un nouveau procede de fabrication de synthons 
chiraux comprenant un groupement hydroxyle libre et un groupement hydroxyle 
protege par une fonction ester, en utilisant une lipase provenant des bacteries 
Gram-negatif Alcaligenes spp. 

Le procede de fabrication consiste en une transesterification enzymatique d'un 
compose diol par une lipase et un agent d'acylation, par exemple, de la maniere 
suivante : 




(IV) 



^utilisation de la lipase permet ainsi d'obtenir une reaction de transesterification 
du compose (I) avec des performances superieures a celles obtenues avec une 
enzyme d'origine animale, avec des quantites nettement plus faibles. 
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A partir du compose de formule (II) de I'invention il est possible de fabriquer des 
medicaments et produits pharmaceutiques en utilisant ce compose comme 
interm6diaire. 

La pnlsente invention a pour premier objet un procede pour la fabrication d'un 
5 compose de formule (II) : 

[R 2 )n 0 
HO,,..^ X y.*0-U- R1 ( „) 



dans lequel : 

R est une liaison covalente ou une chatne hydrocarbonee comprenant de 1 
a 10 atomes de carbone ; preferentiellement de 1 a 5 atomes de carbone ; 
10 - R 1 est un groupe hydrocarbone comprenant de 1 a 10 atomes de carbone ; 
preferentiellement de 1 a 6 atomes de carbone ; £ 

R 2 correspond a un atome d'hydrog^ne ; n est un nombre entier compris 
entre 0 et 2, c'est a a dire 0, 1 ou 2 ; . 

X est un atome choisi dans le groupe comprenant : le carbone, I'azojle, 
15 i'oxygene, et le soufre, preferentiellement le carbone ; 
comprenant au moins les etapes suivantes : 
a) on fait reagir un compose de formule (I) : 



fR 2 )n 
HO„../ X \....OH 



(I) 



avec un agent d'acylation dans un solvant organique en presence d'une lipase de 
la classe EC 3.1.1.3 du genre (genus) Alcaligenes spp, de facon a former le 
20 compose de formule (II) ; 

b) on isole le compose de formule (II). 

La presente invention a egalement pour objet un compose de formule (II) 
susceptible d'etre obtenu par le procede tel que decrit precedemment. La 
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presente invention a aussi pour objet une composition. susceptible d'etre obtenue 
par le precede tel que decrit precedemment. 

Les lipases utilisees selon I'invention sont des lipases de la classe EC 3.1.1.3 du 
genre (genus) Alcaligenes spp. Le genre Alcaligenes spp , de la famille 
Alcaligenacae comprend plusieurs especes, telles que par exemple : Alcaligenes 
aestus, Alcaligenes aquamarinus, Alcaligenes cupidus, Alcaligenes defragrans, 
Alcaligenes denitriftcans, Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes faecalis, Alcaligenes 
latus, Alcaligenes pacificus, Alcaligenes paradoxus, Alcaligenes piechaudii, 
Alcaligenes ruhlandii, Alcaligenes venustus, Alcaligenes xylosoxidans. 
On peut utiliser selon le precede de I'invention differentes lipases conformes a 
I'invention. 

Les lipases de I'invention peuvent etre obtenues a partir de culture d' Alcaligenes 
spp. Les conditions de culture peuvent varier en fonction du type de souche 
utilisees. II est recommande de choisir ces conditions de facon a produire les 
lipases de la maniere la plus avantageuse possible. La temperature de culture est 
generalement comprise entre 5 et 50°C. La periode de culture est generalement 
comprise entre 1 et 10 jours. 

La recuperation des lipases ^'Alcaligenes spp peut §tre realisee de differentes 
manieres bien connues de I'homme du metier. II est par exemple possible de 
proceder a une separation des bacteries et du milieu de culture, notamment par 
centrifugation ou filtration, et ensuite proceder a une purification des lipases. Par 
exemple, la purification des lipases peut etre realisee par precipitation, 
lyophilisation, chromatographie echangeuse d'ions, immuno-affinite a I'aide 
d'anticorps mono- ou polyclonaux specifiques, et/ou dialyse. On peut egalement 
recueillir les lipases 6' Alcaligenes spp par destruction des bacteries, par exemple 
par sonication et recuperation du broyat, ou par une lyse enzymatique des parois 
cellulaires. Les lipases de I'invention peuvent notamment etre purifiees a partir 
des souches d'Alca/igenes spp par ajout de sels, en utilisant par exemple du 
sulfate d'ammonium, passage dans une chromatographie echangeuse d'ions et 
ensuite filtration sur gel. 

II est bien entendu que des lipases naturelles, synthetiques mutees, chimeriques 
et/ou recombinantes provenant d'Alcaligenes spp peuvent etre utilisees dans le 
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procede selon I'invention, dans la mesure ou leur activite de transesterification vis 
a vis des substrats de I'invention est conservee, voir amelioree. Ainsi, des lipases 
mutees d'Alcaligenes spp exprimees par d'autres micro-organismes ou produites 
par synthese chimique sont egalement concernees par la presente invention. 

5 Preferentiellement, les lipases d'Alcaligenes spp utilisees selon I'invention 
permettent d'obtenir les parametres suivants : 

Exces enantiomerique en compose (II) superieur ou egal a 50 %, 
pr^rentiellement superieur ou egal a 70 %, particulierement superieur ou egal a 
90 % ; tout particulierement superieur ou egal a 100 %. 

10 - Selectivity en composes (II) et (III) superieure ou egale a 2, 
pref6rentiellement superieure ou egale a 2,5, particulierement superieure ou 
egale a 3,3 ; 

Rendement en compose (II) sup§rieur ou ega\ a 40 %, preferentiellement 
superieur ou egal a 50 % ; particulierement superieure ou egale a 75 % ; et 

15 - Taux de transformation ou conversion du compose (I) superieur ou egal^a 
70 %, preferentiellement superieur ou egal a 90 %, particulierement superieur ou 
egal a 95 %. & 
Pour determiner ces parametres, on peut proceder au test suivant: dans un 
reacteur de 100 mL, on introduit sous agitation 4,21 g (0,0421 mol) de 1,3- 

20 dihydroxycyclopent-2-ene (correspondant au compose (I)), ci-apres appele diol, 
dans 30 mL d'acetone (23,7 g) a temperature ambiante (24-25 °C). Apres 
solubilisation du 1 ,3-dihydroxycyclopent-2-ene dans I'acetone, on ajoute 18,08 g 
(0,215 mol; 5 equivalents molaires par rapport au diol) d'acetate de vinyle, puis 
420 uL (10 % en poids par rapport au diol) d'eau demineralisee. La temperature 

25 du milieu est alors fixee a 5°C. On ajoute 5 % en poids d'enzyme lipase de la 
classe EC 3.1.1.3 d'Alcaligenes spp par rapport au diol. Au bout de 12 heures, on 
effectue un prelevement de 0,5 mL de milieu reactionnel que Ton centrifuge. 200 
uL sont preleves et dilues dans 800 uL d'acetone avant injection en 
chromatographie en phase gazeuse chirale. On mesure ensuite les 

30 caracteristiques mentionnees precedemment comme explique dans la partie 
experimentale. 
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Ce test permet a I'homme du metier de determiner les lipases de la classe EC 
3.1.1.3, provenant du genre Alcaligenes spp et/ou leurs fragments qui ont une 
activite conforme a Pinvention. 

Preferentiellement, les lipases utilisees selon le precede de I'invention presentent 
5 une sequence d'acides amines ayant un pourcentage d'homologie superieur ou 
egal a 80 %, notamment 90 %, de preference 95, plus preferentiellement 100 % 
avec la sequence d'acides amines de la lipase QL 6'Alcaligenes sp PL-266, 
enregistrees sous le numero FERM-P N*3187, la proteine ayant une activite de 
transesterification sur les substrats de I'invention. Les lipases utilisees selon le 

10 I'invention peuvent provenir de sequences nucleotidiques presentant un 
pourcentage d'homologie superieur ou egal a 80 %, notamment 90 %, de 
pref6rence 95, plus preferentiellement 100 % avec la sequence nucleotidique du 
gene de la lipase QL d'Alcaligenes sp PL-266, enregistrees sous le numero 
FERM-P N°3187, la lipase obtenue ayant une activite de transesterification sur 

15 les substrats de I'invention. 

II est entendu que le terme homologie se refere a la ressemblance parfaite ou 
identite entre les acides amines compares mais aussi a la ressemblance non 
parfaite que I'on qualifie de similitude. Les sequence d'acides amines peuvent 
differer de la sequence de reference par substitution, del6tion et/ou insertion d'un 

20 ou de plusieurs acides amines, de preference d'un nombre reduit d'acides 
amines, notamment par substitution d'acides amines naturels par des acides 
amines non naturels ou pseudo-acides amines, a des positions telles que ces 
modifications ne portent pas significativement atteinte a I'activite biologique de la 
proteine. L'homologie est generalement determinee en utilisant un logiciel 

15 d'analyse de sequence (par exemple, Sequence Analysis Software Package of 
the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 
1710 University Avenue, Madison, Wl 53705 ; ou BLAST software du National 
Center for Biotechnology Information, US National Library of Medecine, 8600 
Rockville Pike Bethesda, MD 20894). 

0 Les sequences d'acides amines des lipases naturelles, synthetiques mutees, 
chimeriques et/ou recombinantes peuvent etre de la meme longueur que les' 
sequences de reference. 
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II en entendu selon I'invention que les lipases de la classe EC 3.1.1.3 peuvent 
provenir des bact6ries du genre d'Alcaligenes spp. Toutefois, par exemple dans 
le cadre de precede industriel de fabrication de ces lipases, il est possible que 
celles-ci soient produite par des cellules hdtes ou par des processus chimiques. 
5 Les sequences nucleotidiques conduisant a la synthese des lipases naturelles, 
synthetiques mutees, chim<§riques et/ou recombinantes peuvent etre inserees 
dans des vecteurs a replication autonome au sein de I'hote choisi, ou des 
vecteurs integratifs. De tels vecteurs seront prepares selon les methodes 
couramment utilisees par rhomme du metier, et les clones en resultant peuvent 
10 etre introduits dans un h6te approprie par des methodes standard, telles que par 
exemple I'electroporation ou la transformation au chloride de calcium, 
polyethylene glycol ou la fusion de protoplastes. Les signaux controlant 
I'expression, ou la sur-expession, des sequences nucleotidiques (promoteurs, 
activateurs, sequences de terminaison...) sont choisis en fonctiqn, de I'hote 
15 cellulaire utilise. Les cellules hotes peuvent etre transferees de maniere 
transitoire ou stable, par ces vecteurs d'expression. Ces cellules peuvent etre 
obtenues par Introduction dans des cellules hotes, procaryotes ou eucaryotes. 
Des exemples de cellules hotes incluent notamment des cellules de mpmmiferes, 
telles que les cellules 293, CMV (cellule de cytomegalovirus), des cellules 
20 d'insectes telles que les cellules derivees d'ovaire de Spodoptera frugiperda ou 
cellules d'embryons de Drosophila melanogaster, des bacteries telles que E. co//, 
B. subtilis et des souches de levures telles que Saccharomyces cerevisiae. 
Les lipases de I'invention peuvent Sgalement etre produites par synthese 
chimique. A cet effet, on peut recourir a n'importe quelle m«§thode bien connue de 
25 I'homme du metier. Le peptide de I'invention peut par exemple etre synthetise par 
les techniques de la chimie de synthese, telles que la synthese de type Merrifield 
qui est avantageuse pour des raisons de purete, de specificite antigenique, 
d'absence de produits secondaires non desires et pour sa facilite de production. 
La synthese chimique permet notamment de produire des sequences 
30 nucleotidiques ou d'acides amines, comportant eventuellement des substitutions, 
deletions et/ou insertions par rapport a une sequence de reference. 
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On petit encore utiliser directement dans le procede, des cellules entieres 
d'Alcaiigenes spp, eventuellement recombinees de maniere a sur-exprimer les 
lipases a un niveau satisfaisant. A cet effet, on peut inserer dans le genome du 
micro-organisme une ou plusieurs cassettes d'expression contenant la sequence 
5 nucleotidique exprimant les lipases de I'invention, sous la dependance d'un ou 
des elements) permettant son expression ou la regulation de son expression, 
tels que notamment des promoteurs, activateurs et/ou terminateurs de 
transcription. 

A titre d'exemple, on peut notamment utiliser la lipase QL d'Alcaiigenes sp PL- 
10 266, enregistree sous le numero FERM-P N°3187 (egalement appele QLM) 
mentionnee par exemple dans le brevet JP 58-36953, ou la lipase PL 
d'Alcaiigenes sp PL-679, enregistree sous le numero FERM-P N°3783, mais 
egalement ATCC 31371 et DSM 1239, mentionnee par exemple dans le brevet 
JP 60-15312. 

15 La lipase peut etre immobilisee sur un support solide approprie ou non 
immobilisee. Le support solide peut etre choisi dans le groupe comprenant : le 
DEAE cellulose, le DEAE sepharose, la diatomee, la silice, I'alumine, le 
polypropylene et/ou leurs melanges. 

Comme lipases de la classe EC 3.1.1.3 d'Alcaiigenes spp, on peut notamment 
20 utiliser la Chirazyme™ L-10 commercialisee par la societe Roche ou les lipases 
QL (ou QLM), QLC, QLG, PL, PLC et PLG commercialisees par la societe Meito- 
Sangyo. Les lipases PLC et PLG correspondent respectivement a la lipase PL 
immobilisee sur diatomee et sur granules de terres de diatomee. Les lipases QLC 
et QLG correspondent respectivement a la lipase QL immobilisee sur diatomee et 
25 sur granules de terres de diatomee. 

De nombreux substrats de formule (I) peuvent etre monoacyles selon le procede 
de la presente invention. 

Le groupement R peut etre une liaison covalente ou une chame hydrocarbonee 
comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, preferentiellement de 1 a 5 atomes de 
30 carbone, saturee ou insaturee, lineaire ou branchee, aliphatique, cyclique et/ou 
aromatique, pouvant comprendre et/ou former un ou plusieurs cycles, 
eventuellement aromatique. Cette chaTne hydrocarbonee peut eventuellement 



comprendre un ou plusieurs heteroatomes choisi(s) dans le groupe comprenant 
le carbone, I'azote, le phosphore, I'oxygene, le silicium et le soufre. 
Si R est une liaison covalente, le compose de formule (I) sera un compose derive 
du cyclopropane. 

Preferentiellement, R est une chaine hydrocarbonee comprenant au moins une 
insaturation. R peut etre une chaTne hydrocarbonee comprenant un ou plusieurs 
cycle(s) aromatique(s) ou non-aromatique(s). 

Par exemple, si le compose de formule (I) est le cis-4-cyclopentene-1 ,3-diol, le 
groupement R correspond a une chaTne hydrocarbonee insaturee comprenant 2 
atomes de carbone. 

Le groupement R 2 n est dependant de la valence de I'atome X. Par exemple, si X 
est I'atome de carbone, R 2 =H et n=2. Si X est I'atome d'oxygene ou de soufre, 
R 2 =H et n=0. De meme si X est un atome d'azote, R 2 =H et n=1 . 
Preferentiellement, le compose de formule (I) est choisi dans !e groupe 
comprenant choisi dans le groupe comprenant les composes de formule (V), |VI) 
et/ou (VII) : >r 



Le substrat prefere selon I'invention est le cis-4-cyclopentene-1 ,3-diol. 
compose de formule (II) obtenu a partir de ce substrat selon le precede 
I'invention estle (1R, 4S)-4-acetoxy-cyclopent-2-en-1-ol. 




(V) 
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La lipase isolee peut §tre employee en solution aqueuse, eventuellement 
tamponnee, dans des solvants organiques, en solution mono-phasique ou bi- 
phasique. 

Differents types de solvants organiques peuvent etre utilises selon la presente 
5 invention. Le solvant organique peut etre un compose hydrocarbone aliphatique, 
cyclique ou aromatique, comprenant eventuellement des fonctions chlores, 
azotes, acides, cetone, aldehyde et/ou ester. 

Le solvant organique est preferentiellement choisi dans le groupe comprenant : 
I'acetone, la methylethylcetone, le tertiobutyle methyle ether (TMBE), le 
10 tetrahydrofurane (THF), I'acetonitrile, la cyclohexanone, la cyclopentanone, le 
toluene, et la methylisobutylcetone. 

Preferentiellement, le solvant est compatible avec la lipase de I'invention, c'est a 
dire qu'il ne degrade pas la proteine et/ou qu'il ne diminue pas son activite 
biologique vis a vis du procede de I'invention de plus de 30 %, mesure par 

15 exemple par rapport au rendement, I'exces enantiomerique en compose (II), le 
taux de transformation ou conversion du compose (I) et/ou la selectivity. 
Outre le solvant organique, le milieu reactionnel, notamment celui de I'etape a), 
peut comprendre de I'eau, par exemple de 0,1 et 30 % en poids d'eau par rapport 
au poids du compose de formule (I), preferentiellement de 5 a 20 % en poids 

20 d'eau. 

On entend par agent d'acylation, un compose capable de reagir avec une 
fonction hydroxyle du compose (I) de facon a proteger celui-ci par I'intermediaire 
d'une fonction ester. 

L'agent d'acylation peut etre un ester, un anhydre ou un carbonate. 
25 L'agent d'acylation peut etre un compose de formule (VIII) : 

R 1 -COO-R 3 (VIII) 

dans laquelle : 

R 1 est defini precedemment ; et 

R 3 est un groupe hydrocarbone comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, 
30 eventuellement lineaire, cyclique, aromatique, ramifie, sature et/ou insature ; et 
comprenant eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, tel que I'oxygene, 
I'azote, le soufre, le phosphore ou le chlore. R 3 est de preference un groupe 
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alkyle comprenant de 1 a 6 atomes de carbone, eventuellement substitue par un 
ou plusieurs atomes de fluor, ou un groupe alcenyle comprenant de 2 a 6 atomes 
de carbone. 

R 1 peut etre un groupe hydrocarbone comprenant de 1 a 10 atomes de carbone ; 
preferentiellement de 1 a 6 atomes de carbone; eventuellement lineaire, 
cyclique, aromatique et/ou ramifie et comprenant eventuellement un ou plusieurs 
heteroatomes, tel que I'oxygene, I'azote, le soufre, le phosphore ou le chlore. R 1 
peut §tre choisi dans le groupe comprenant le methyle, I'ethyle, le propyle, le 
phenyle et I'isopropyle. 

Cet agent d'acylation peut etre choisi dans le groupe comprenant : les acetates, 
les benzoates et les isobutyrates. 

L'agent d'acylation est preferentiellement choisi dans le groupe comprenant : 
I'acetate de vinyle, I'acetate d'ethyle, I'acetate d'isopropyle, I'acetate de 2,2,2- 
trifluoroethyle, et I'acetate d'isoprop6nyle. 
> L'agent d'acylation peut egalement etre utilise comme solvant organique. 

Selon le procede de invention, la proportion d'agent d'acylation s est 
preferentiellement superieur a 1 mole equivalent par rapport compose de formule 
(I), plus preferentiellement compris entre 1 et 1 0 moles equivalent. 
Le milieu reactionnel peut etre obtenu par melange du compose de formule (I), et 
0 eventuellement l'agent d'acylation au solvant, et ensuite ajout de la lipase de 
Invention. On peut egalement obtenir le milieu reactionnel par ajout successifs 
des produits suivants : compose de formule (I), lipase, solvant et enfin ajout de 
l'agent d'acylation. 

Selon le procede de I'invention, la proportion de lipase peut etre comprise entre 
25 0,1 a 30 % en poids par rapport au poids du compose de formule (I), 
preferentiellement de 0,1 a 20 % en poids, particulierement de 0,5 a 10 % en 
poids. 

La reaction de catalyse enzymatique de I'etape a) s'effectue preferentiellement a 
une temperature comprise entre -5 et 40 °C, preferentiellement entre 1 et 15 °C. 
30 Pour chaque substrat, il est possible de determiner a I'avance et/ou de contrdler 
en continu la duree de la reaction enzymatique, en fonction du compose de 
formule (I) utilise. Un homme du metier est parfaitement a mime de determiner 
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facilement les conditions de duree optimales pour un substrat donne. Ceci peut 
etre realise en realisant des prelevements reguliers du milieu reactionnel sur 
lesquels on evalue revolution de I'exces enantiomerique et le taux de conversion. 
La duree de la reaction enzymatique de I'etape a) est generalement comprise 
entre 1 et 24 heures, preferentiellement entre 4 et 1 6 heures. 
La presente invention a egalement pour objet I'utilisation d'un compose de 
formule (II) obtenu par un procede de fabrication tel que defini precedemment, en 
tant qu'intermediaire, pour la fabrication d'un medicament ou d'un produit 
pharmaceutique, tel que prostaglandines, des prostacyclines et/ou des 
thromboxanes. A partir du compose de formule (II) de I'invention il est possible de 
fabriquer des medicaments et produits pharmaceutiques en utilisant ce compose 
comme intermediaire. Ainsi, par exemple, I'utilisation du (1R, 4S)-4-acetoxy- 
cyclopent-2-en-1-ol, correspondant a un compose de formule generate (II) est 
utilise pour la synthese de produits pharmaceutiques, comme mentionne dans le 
brevet W09526729 et les publications suivantes : J. Stjenschantz et al. Drugs of 
the Future, 1992, 17, 691 ; Noyori et al. Angew. Chem. Int. Ed., 1984, 23, 847 ; 
Kaumen et al. J. Chem. Soc, Chem. Comm., 1986, 1298 ; Kondo et al. Angew.' 
Chem. Int. Ed., 1975, 14, 103 ; T6m6sk6zi et al. Tetrahedron Lett., 1976, 4639. 
On donne ci-apres des exemples de realisation pratique de I'invention. Les 
exemples suivent illustrent I'invention sans toutefois la limiter. 



Exemple 1 : 
Materiaux utilises : 

- Lipase 6'Alcaligenes sp. : GLG, QLC ou QL commercialisees par la societe 
Meito-Sangyo ; ou Chirazyme L10™ commercialisee par la societe Roche (ci- 
apres appele L1 0) ; 

Lipase Pancreatine : Pancreatine de pore commercialisee par la societe 
Sigma ; 

Substrat diol : cis-4-cyclopentene-1 ,3-diol commercialise par la societe 
30 Fluka (compose de formule (I)). 

Dans un reacteur de 100 mL, on introduit sous agitation 4,21 g (0,042 mol) de 
1,3-dihydroxycyclopent-2-ene dans 30 mL d'acetone (23,7 g) a temperature 
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ambiante (24-25 °C). Apres solubilisation du diol dans I'acetone, on ajoute 18,08 
g d'acetate de vinyle (0,21 mol; 5 equivalents molaires par rapport au diol) puis 
420 uL (10 % en poids par rapport au diol) d'eau demineralisee. La temperature 
du milieu est alors fixee a 5°C. 
5 On ajoute 100 % en poids d'enzyme Pancreatine par rapport au diol ou un 
pourcentage en poids determine d'enzyme lipase d'Alcaligenes sp par rapport au 
diol. Au bout de 6,5 heures, on effectue un prelevement de 0,5 mL de milieu 
reactionnel que Ton centrifuge. 200 uL sont preleves et dilues dans 800 pL 
d'acetone avant injection en chromatographie en phase gazeuse chirale. 
10 La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est realisee a I'aide d'une colonne 
Cyclodex B composee de 8-cyclodextrine permethylee deposee dans une huile 
silicone constitute a 86% de motifs dimethylsiloxane et de 14% de motifs methyl- 
cyanopropylsiloxane. La colonne possede une longueur de 30 m, un diametre 
interne de 250 um et une epaisseur de film d'huile silicone de 0,25 urn. Le diol 
15 (compose (I)) est elue avec un temps de retention relatif de 1 ,00, le monoacetate 
R (compose (III)) de 1,10, le monoacetate S (compose (II)) de 1,13 et le diacetate 
compose (IV)) de 1,38. j 
On mesure ensuite le pourcentage surface des pics extraiis de la 
chromatographe pour les composes (I), (II). (Ill) et (IV). Les resultats sont 
20 mentionnes dans le tableau I : 
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Tableau I 





Pan- 
creatine 


QLG 


QLG 


QLG 


QLG 


QLC 


QL 


L10 










Taux de 
transformation 

UU \y\Jl IVCl OlUl 1 

du compose (1) 
(%) 


20 


78,9 


88,6 


93,5 


98,5 


98,7 


99 


99 


Exces 
enantiomenque 
en compose (II) 

(%) 


67 


80 


74 


87 


94 


94 


97 


97 


Selectivity 


10,3 


7,1 


5,6 


4 8 


3 9 


0,57 


3,3 


3,5 


Rendement en 
compose (II) (%) 


16,5 


61,9 


69,1 


72,5 


75,8 


76,4 


75,5 


76,4 


Temps de 
reaction 
(heures) 


6,5 


6,5 


6,5 


6,5 


6.5 


6,5 


6,5 


6,5 


Quantite 
d'enzyme (en % 

poids par 
rapport au diol) 


100 1 


3,6 


5,3 


7,0 


10,0 


10,0 


5,0 


5,0 



Le taux de transformation ou conversion du compose (I) (%) est calcule de la 
maniere suivante : (pourcentage surface du compose (I) au temps 0 (debut de la 
5 reaction) - le pourcentage surface du compose (I) en fin de reaction) / 
pourcentage surface du compose (I) au temps 0. 

L* exces enantiomerique en compose (II) (%) est calcule de la maniere suivante : 
(valeur absolue du (pourcentage surface du compose (II) - pourcentage surface 
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de compose (III))) / (pourcentage surface du compose (II) + pourcentage surface 
de compose (III)). 

La selectivity est calculee de la maniere suivante : II correspond au (pourcentage 
surface des composes (II) + (III)) / (pourcentage surface du compose (IV)). 
5 Le rendement en compose (II) (%) est calcule de la maniere suivante: 
(pourcentage surface du compose (II)) / (pourcentage surface du compose (I) au 
temps 0). 

On observe ainsi que Tutilisation de la lipase permet d'obtenir une reaction de 
transesterification du diol pour obtenir un compose (II) avec des performances 
10 superieures a celles obtenues avec une enzyme d'origine animate, avec des 
quantites nettement plus faibles. 
Comme il se produit un schema reactionnel du type : 

(I). (IV) 
(III) 



la faible quantite de compose (IV) obtenue en fin de reaction en utilisant l'en|yme 
15 pancreatine entraTne une mesure de selectivity importante. 
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REVENDICATIONR 
1. Procede pour la fabrication d'un compose de formule (II) : 

o 

HO,,..^ X \ r ,.o-U— R1 (||) 

dans lequel : 

R est une liaison covalente ou une chame hydrocarbonee comprenant de 1 
a 10 atomes de carbone ; 

R 1 est un groupe hydrocarbone comprenant de 1 a 10 atomes de carbone ; 
- R 2 correspond a un atome d'hydrogene ; n est un nombre entier compris 
entre 0 et 2 ; 

X est un atome choisi dans le groupe comprenant le carbone, I'azote, 
I'oxygene, et le soufre ; 
comprenant au moins les etapes suivantes : 
a) on fait reagir un compose de formule (I) : 



0) 



[R 2 )n 

avec un agent d'acylation dans un solvant organique en presence d'une lipase de 
la classe EC 3.1.1.3 6'Alcaligenes spp, de facon a former le compose de formule 
(II); 

b) on isole le compose de formule (II). 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la lipase de la classe 
EC 3.1.1.3 presentent les caracteristiques suivantes : 

Exces enantiomerique en compose (II) superieur ou egal a 50 % ; 

Selectivity en composes (II) et (III) superieure ou egale a 2 ; 

Rendement en compose (II) superieur ou egal a 40 % ; et 
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Taux de transformation ou conversion du compose (i) superieur ou egal a 
70 %. 

3. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 2, caracterise en ce 
5 que la lipase est choisie dans le groupe comprenant : la lipase QL 6'Alcaligenes 

sp PL-266, enregistrees sous le numero FERM-P N°3187, et la lipase PL 
6'Alcaligenes sp PL-679, enregistrees sous le numero FERM-P N°3783. 

4. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
10 que la lipase est immobilisee sur un support solide approprie ou non immobilisee. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que le support solide est 
choisi dans le groupe comprenant : le DEAE cellulose, le DEAE sepharose, la 
diatomee, la silice, I'alumine, le polypropylene et/ou leurs melanges. 
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6. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que la lipase est choisie dans le groupe comprenant : les lipases QL, QLC, QLG, 
PL, PLC et PLG. 



20 



7. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en 
que R est une chatne hydrocarbonde comprenant au moins une insaturation. 
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8. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
que le compose de formule (I) est choisi dans le groupe comprenant les 
composes de formule (V), (VI) et/ou (VII) : 



HO,. ..OH 



(V) 




(VI) 



HO,„ /°\ ,„OH 




(VII) 



9. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
que la proportion de lipase est comprise entre 0,1 a 30 % en poids par rapport au 
poids du compose de formule (I). 

10. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, caracterise en ce 
que le solvant organique est choisi dans le groupe comprenant : I'acetone, la 
methylethylcetone, le tertiobutyle methyle ether (TMBE), le tetrahydrofurane 
(THF), I'acetonitrile, la cyclohexanone, la cyclopentanone, le toluene, et la 
methylisobutylcetone. 

11. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, caracterise en ce 
que le milieu reactionnel de I'etape a) comprend de I'eau. 

12. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 11, caracterise en ce 
que I'agent d'acylation est un compose de formule (VIII) : 

R 1 -COO-R 3 (VIII) 

dans laquelle : 

R 1 est defini precedemment ; et 
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R 2 est un groupe hydrocarbone comprenant de 1 a 10 atomes de carbone. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
que I'agent d'acylation est choisi dans le groupe comprenant : les acetates, les 

5 benzoates et les isobutyrates. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, caracterise en ce 
que I'agent d'acylation est choisi dans le groupe comprenant : I'acetate de vinyle, 
I'acetate d'ethyle, I'acetate d'isopropyle, I'acetate de 2,2,2-trifluoroethyle, et 

10 I'acetate d'isopropenyle. 

15. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 14, caracterise en ce 
que la reaction de I'etape a) s'effectue a une temperature comprise entre -5 et 40 
°C. 

15 

16. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, caracterise en ce 
que la duree de la reaction enzymatique de I'etape a) est comprise entre 1 et 24 
heures. 
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